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基础 研究 


晚期 糖 基 化 终 产 物 受 体 在 脂 多 糖 介 导 小 鼠 肺 微血管 内 皮 细 胞 骨 
架 变 化 中 的 作用 


周 晓 燕 , 张 伟 金 , 黄 巧 冰 , 郭 晓 华 
南方 医科 大 学 学 休克 微 循 环 重点 实验 室 , 广 东 广州 510515 


摘要 :目的 建立 一 种 可 以 得 到 高 纯度 肺 微血管 内 皮 细 胞 的 分 离 方法 ,并 分 别 观察 野生 型 小 鼠 及 晚期 糖 基 化 终 产物 受 体 
(RAGE) 敲 除 小 鼠 细 胞 在 脂 多 糖 (LPS ) 刺 激 下 细胞 骨架 F-actin 变化 情况 。 方 法 取 6~8 周 龄 野生 型 C57 小 鼠 及 RAGE 基因 裔 除 
小 鼠 的 肺 ,经 I 型 胶原 酶 消化 后 ,尼龙 细胞 得 过 滤 , 然 后 采用 免疫 磁 珠 法 分 离 原 代 小 鼠 肺 微血管 内 皮 细 胞 (PMVEC ) ,经 形态 学 及 
免疫 荧光 法 鉴定 后 ,以 LPS(1 mg/LL) 刺 激 不 同时 间 后 用 激光 共聚 焦 显微镜 观察 细胞 骨架 F-actin 的 变化 情况 。 结 果 镜 下 可 见 原 
尺 培 养 的 PMVECs 呈 梭 形 或 多 角形 ,经 细胞 抗 厦 因子 相关 抗原 ( 亚 F-Ag ) 染 色 鉴 定 纯度 高 ,LPS 刺激 后 野生 型 小 鼠 PMVEC 骨 架 
重 排 ,形成 应 力 纤维 ,而 RAGE 敲 除 小 鼠 PMVEC 骨架 破坏 不 明显 。 结 论 采用 免疫 磁 珠 法 可 以 获得 高 纯度 的 小 鼠 肺 微血管 内 
皮 细 胞 ,上 且 RAGE 参 与 了 LPS 介 导 的 小 鼠 肺 微血管 内 皮 细 胞 骨架 破坏 。 

关键 词 : 小 鼠 肺 微血管 内 皮 细胞 ; 脂 多 糖 ;晚期 糖 基 化 终 产 物 受 体 ;细胞 骨架 


一 、 


Role of RAGE in lipopolysaccharide-induced cytoskeletal changes in mouse Pulmonary 


microvascular endothelial cells 


ZHOU Xiaoyan, ZHANG Weijin, HUANG Qiaobing, GUO Xiaohua 
Department of Pathophysiology of Southern Medical University, Key Laboratory of Shock and Microcirculation of Guangdong Province, 
Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To investigate lipopolysaccharide (LPS)-induced changes of cytoskeletal filamentous actin in primary 
isolated pulmonary microvascular endothelial cells (PMVECs) from wild-type and RAGE knock-out mouse. Methods The 
lungs of wild-type and RAGE knock-out mice were digested with collagenase type I to obtain endothelial cells purified by 
anti-CD31-coupled magnetic beads. The PMVEC identified by factor VII] labeling were stimulated with LPS at different 
concentrations and the changes of filamentous actin were observed by confocal microscopy. Results The cultured primary cells 
showed typical endothelial cell phenotype as examined with factor VIII labeling. LPS stimulation caused rearrangement of the 
cytoskeletal filament F-actin in wild-type mouse PMVECs with stress fiber formation, but such changes were not obvious in 
RAGE knock-out mouse PMVECs. Conclusion Mouse PMVECs of a high purity can be obtained by immune magnetic beads. 
RAGE is involved in LPS-induced destruction of mouse PMVEC cytoskeletons. 

Key words: mouse pulmonary microvascular endothelial cells; lipopolysaccharide; receptor, advanced glycation end products; 
cytoskeleton 


肺 微血管 内 皮 细 胞 (PMVECs) 内 衬 于 肺泡 微血管 。 而 晚期 糖 基 化 终 产 物 受 体 (RAGE) 则 被 证 明 可 以 参与 
内 壁 ,与 多 种 肺 部 疾病 如 肺动脉 高 压 、 急 性 肺 损伤 和 全 ”到 LPS 介 导 的 炎症 反应 中 ,但 其 在 LPS 介 导 内 皮 细 胞 
身 炎症 反应 综合 征 等 的 发 病 关系 紧密 , 且 这 些 疾 病 的 发 。 ”的 功能 的 研究 少 有 文献 报道 。 鉴 于 原 代 小 鼠 PMVEC 
生 均 伴随 着 肺 毛细 血管 通 透 性 增高 "。 细菌 脂 多 糖 。 ”分 离 难 度 高 ,目前 的 研究 多 采 A 
(LPS) 是 细菌 内 毒素 的 主要 成 分 ,诸多 疾病 如 脓 毒 血 症 。” ”皮肤 微血管 内 皮 细 胞 进行 研究 ,其 缺点 是 经 过 改造 后 的 
患者 的 肺 微血管 内 皮 细胞 通 透 性 增高 均 与 内 毒素 有 关 ， ” 细胞 株 某 些 性 状 发 生 改 变 , 在 进 f 了 内 皮 细胞 功能 学 研究 
在 脓 毒 症 发 病 过 程 中 ,血管 内 皮 细 胞 发 生 结 构 和 功能 时 可 能 出 现 偏 差 。 本 研究 采用 免疫 磁 珠 法 ,建立 了 一 种 
的 改变 ,细胞 间 连 接 断 裂 , 最 终 导 臻 了 屏 陪 功 能 损伤 3， ”高 效 的 高 纯度 PMVECs 分 离 方 法 ,并 采用 该 细胞 观察 
RAGE 在 LPS 刺激 下 内 皮 细 胞 纤维 肌 动 蛋白 F-actin 变 
a ge 化 中 的 作用 ,探讨 脓 毒 症状 态 下 肺 通 透 性 增高 的 机 制 ， 
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小 鼠 各 2 只 ,上 肉 雄 不 限 ,野生 型 C57 小 鼠 购 自 南方 医科 
大 学 实验 动物 中 心 ,RAGE 项 基因 小 鼠 由 日 本 金 泽 大 学 
Kanazawa University 提供 ,DMEM/F12 培养 基 
(Hyclone) , 胎 牛 血清 、 胰 和 蛋白酶 、I 型 胶原 酶 (Gibco)， 
内 皮 细 胞 生长 因子 LPS 、 明 胶 (Sigma) ,大 鼠 抗 小 鼠 
CD31 磁 珠 (Miltenyi) ,Quadaro MACs Starting kit 
(Miltenyi) , 免 抗 人 三 因子 相关 抗原 多 克隆 抗体 (北京 博 
奥 森 ) , 青 / 链 霉 素 深 液 ( 旬 云天 ) ,激光 共聚 焦 显 微 镜 
(Zeiss) ,Phalloidin-Rhodamine(Sigma)。 
1.2 细胞 分 离 与 磁 珠 分 选 

分 离 细胞 前 用 1% 明 胶 包 被 培养 瓶 37 % 过 夜 ,加 入 
细胞 悬 液 前 洗 出 明胶 并 了 晾 干 残余 液体 。 

颈椎 脱 白 处 死 小 鼠 后 , 70% 乙 醇 消毒 ,迅速 取 小 鼠 
肺脏 , 置 于 30 ml 冰 浴 的 基础 培养 基 (DMEM 含 体积 4 
数 20% 胎 牛 血清 及 1% 青 链 才 素 双 抗 ) 中 ,将 肺叶 小 心 前 
下 ,去除 可 见 的 文 气管 , 轻 摇 试管 以 去 掉 器 官 表面 的 红 细 
胞 。 将 肺 组 织 移 至 干净 培养 下 中 ,用 剪刀 剪 成 碎 块 ,并 用 
15 ml 预 热 的 胶原 酶 溶液 (1 mg/ml)37 % 孵 育 60 min， 
消化 过 程 中 轻 轻 震荡 以 消化 均匀 。16-G 金属 针头 接 
20 ml 注射 器 抽 吸 研磨 细胞 悬 液 15~18 次 , 制 成 单个 细胞 
悬 液 ,并 用 70 hm 细胞 盘 将 细胞 悬 液 过 滤 , 然 后 400 g/min 
离心 10 min, 充 上 清 ,6 ml 基础 培养 基 重 悬 细胞 。 酶 消 
化 组 将 细胞 悬 液 接种 于 包 被 有 明胶 的 培养 瓶 内 , 磁 珠 分 
离 组 加 入 30 由 抗 小 鼠 CD31 磁 珠 , 充 分 混 匀 后 放 入 4 %C 
冰箱 旷 育 20 min, 将 分 选 柱 置 于 磁力 架 上 ,使 用 含 
EDTA 的 PBS(buffer) 漂 洗 分 选 柱 3 次 ,每 次 5 ml。 漂 洗 
后 加 入 旷 育 好 磁 珠 的 细胞 悬 液 ,结合 有 磁 珠 的 原 代 内 皮 


1.5 LPS 处 理 细胞 

将 培养 的 小 鼠 PMVECs 接种 于 petri 正中 , 待 细胞 
长 至 9095 融 合 后 血清 饥饿 2 h, 以 1 mg/L LPS 刺激 不 同时 
间 , 具 体 分 组 WT PMVECs 60 min .120 min.240 min; 
RAGE(-/-) PMVECs 60 min、120 min .240 min。 采 用 
不 加 LPS ,其 余 处 理 条 件 均 相 同 的 作为 对 照 组 。 
1.6 免疫 荧光 染色 

采用 免疫 荧光 法 “检测 三 因子 相关 抗原 ,培养 的 第 
3-4 代 细胞 接种 至 petri 亚 中 ,细胞 长 成 单 层 后 弃 去 培养 
液 。 用 PBS 洗 3 次 ,每 次 2 min,4% 多 聚 甲醛 国定 10 min， 
PBS 洗 3 次 ,每 次 2 min,0.5%Triton X-100 打 孔 10 min， 
PBS 洗 3 次 ,每 次 2 min,5%BSA 封 闭 1h, 滴 加 免 抗 人 三 
因子 相关 抗原 (1:50),4 % 孵 育 过 夜 ,PBS 洗 3 次 ,每 次 
2 min ,荧光 标记 的 羊 抗 免 IgG(1:200) 室 温 避 光 孵 育 
1h,PBS 洗 3 次 ,每 次 2 min,DAPI(1:1000) 染 细胞 核 
30 min,PBS 洗 3 次 ,每 次 2 min, 缓 冲 甘 油封 片 , 严 光 显 
微 镜 下 观察 . 摄 片 。 检 测 小 鼠 PMVECs 细胞 骨架 时 主 
要 为 滴 加 Phalloidin-Rhodamine(1:200), 室 温 避 光 孵 育 
1 h, 其 余 同 上 。 
1.7 细胞 纯度 及 F-actin 荧光 值 分 析 

细胞 纯度 分 析 每 组 选 3 幅 图 ,采用 ImageJ 软 件 计 数 
细胞 核 数 量 及 厦 阳 性 细胞 数量 ,后 者 与 前 者 比值 表示 纯 
度 ;F-actin 荣光 值 分 析 以 ImageJ] 软件 分 析 各 组 灰 度 值 ， 
以 对 照 组 面积 灰 度 值 为 100% 与 实验 组 进行 比较 。 
1.8 统计 学 处 理 

应 用 SPSS 13.0 统 计 软 件 ,数据 用 均 数 + 标 准 差 表 
示 。 多 组 间 显 著 性 检验 采用 单 因 素 方 差分 析 ,P<0.05 


细胞 即 贴 附 在 分 选 柱 管 壁 上 ,细胞 悬 液 过 完 分 选 柱 后 用 
PBS 漂洗 分 选 柱 3 次 ,将 得 到 的 原 代 内 皮 细 胞 加 入 5 ml 
含 20% FBS 及 1% 双 抗 的 培养 基 ,接种 在 明胶 包 被 的 培 
养 瓶 中 ,48 h 后 换 液 。 
1.3 细胞 的 传代 

细胞 长 至 80%~90% 融 合 时 即 可 传代 。 吸 出 原 有 培 
养 液 ,PBS 液 漂洗 2 次 , 0.125% 胰 蛋白 酶 消化 约 1 min， 
显微镜 下 观察 细胞 间 连 接 玻 松 ,细胞 成 片 收 缩 时 吸出 消 
化 液 , 加 入 含 5% 胎 牛 血清 的 DMEM 液 终止 消化 ,用 吸 
管 将 细胞 自 瓶 底 吹 打 下 来 ,收集 细胞 悬 液 至 离心 管 ， 
1200 r/min 离心 5 min, 充 上 清 ,20% FBS 的 培养 基 重 悬 。 
1.4 细胞 生长 曲线 的 测定 

采用 细胞 计数 法 进行 细胞 生长 曲线 的 测定 ,6x10 
个 细胞 接种 于 3.5 cm 培养 下 中 , 共 21 亚 ,于 细胞 孵 箱 中 
培养 ,每 隔 24 h 取 出 3 严 , 胰 酶 消化 ,完全 培养 基 终 止 消 
化 后 1200 r/min 离心 5 min,2 ml 培养 基 重 悬 为 均匀 细 
胞 悬 液 , 每 焉 计 数 两 次 , 取 平 均值 。 连 续 计 数 7 d, 最 后 
根据 细胞 计数 结果 ,以 细胞 个 数 (107 孔 ) 为 纵 坐 标 , 时 间 
(天 ) 为 横 坐 标 绘制 生长 曲线 5 。 


为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 小 所 PMVECs 的 形态 学 观察 

培养 物 接种 4~5 d 后 细胞 接近 融合 ,融合 的 单 细胞 
层 具 有 血管 内 皮 细 胞 铺路 石 样 形态 (图 1) 。 
2.2 免疫 荧光 法 检测 姓 因 子 相 关 抗 原 

如 图 (图 2) 为 培养 至 第 五 代 细胞 , 交 光 显微镜 下 ,经 
三 因子 相关 抗原 染色 的 小 鼠 PMVECs 胞 浆 呈 红色 欧 
光 , 细 胞 呈 短 梭 形 ,多边形 (图 2B) , 磁 珠 分 离 所 获得 细 
胞 经 传代 纯度 未 见 明 显 下 降 ( 图 2C) , 仍 可 高 达 95% 
[(95.04+1.01)9%5 左右 ,而 酶 消化 组 随 传代 次 数 增多 大 
因子 阳性 细胞 明显 减少 , 杂 细 胞 呈 优 势 牛 长 (图 2F) , 纯 
度 仅 10%[ (10.95+0.54)%] 左 右 。 
2.3 细胞 的 生长 曲线 

由 图 可 见 (图 3) ,两 种 分 离 方法 的 细胞 生长 曲线 相 
似 , 均 成 典型 的 “Ss” 形 。 细 胞 接种 后 24 h 之 内 处 于 潜伏 
期 ,随后 开始 分 裂 增殖 ,第 2~5 天 细胞 增殖 速度 较 快 ,为 
对 数 生 长 期 ,第 6 天 细胞 接近 融合 ,增殖 速度 减 慢 ,至 第 
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分 裂 增 殖 。 

2.4 LPS 对 野生 型 小 所 PMVECs 细 胞 骨架 影响 
J (图 4) ,DAPI 检 测 细胞 核 ( 蓝 色 ) ,罗丹 明 

标记 的 鬼 笔 环 肽 检测 F-actin( 红 色 )。 空 白 对 照 组 

F-actin 分 布 于 细胞 周边 ,完整 连续 ,无 明显 颖 际 形成 (图 

4A),1 mg/L 的 LPS 刺激 60 min 时 细胞 F-actin 开始 断 


P= 


裂 ,外 周 致密 带 边 缘 毛 糙 不 规整 (图 4B), 至 120 min( 图 

pe 2 iol aid 4C) ,240 min( 图 4 和 DD) 细胞 骨架 破坏 严重 ,边界 模糊 , 形 
ig. icroscopy of mouse pulmonary microvascular 小 导 

endothelial cells cultured in DMEM/F12 medium for 3 成 明 显 的 应 力 纤维 。 统 i 结 R 提 5 RLPS 以 时 间 依 赖 性 了 
days (Original magnification: x100). 致 小 忌 PMVEC 的 F-actin 形 态 及 分 布 改变 (网 6,P<0.05 )。 


Rhodamine 


图 2 原 代 分 离 的 小 鼠 PMVEC 伍 因子 鉴定 


Fig.2 _ Identification of Primary mouse PMVECs with factor VII (Original magnification: x 100). Cell nuclei were 
stained with DAPL and the cells expressing Factor VIII were stained with Rhodamine. A, B, C: Cells separated with 
magnetic beads; D, E, F: Cells separated with collagenase. 


9 一 Magnetic beads 边 ， 完整 连 灾 ,无 明 显 旨 活 际 形成 ( 图 5A), lmg/L 的 LPS 


g0 “We Colagenase 刺激 60 min n 时 细胞 F-actin 未 见 明 显 改 变 ( 5B), 至 
120 min 时 F-actin 发 生 轻 微 变 化 ,外 周 致 密 带 开始 月 


解 , 胞 内 出 现 少 量 应 力 纤维 (图 5C) ,刺激 240 Wo 
架 破坏 进一步 加 重 , 胞 内 应 力 纤维 增加 (图 $D) ,但 与 相 
应 WT 组 相 比 ,细胞 骨架 破坏 程度 明显 减轻 ,形成 的 应 
力 纤维 减少 (图 6,P<0.05) ,结果 提示 RAGE 参 与 调控 
LPS 介 导 的 小 鼠 PMVEC 骨架 破坏 。 


Number of cells: x10Vwell 


Incubation time (day) 3 讨论 


en LPS 为 革 兰 氏 阴性 菌 细胞 外 膜 的 主要 成 分 ,具有 很 

强 的 促 炎 活 性 ,在 脓 毒 症 中 发 挥 主 要 作用 ;RAGE 是 一 

2.5 RAGE 基 因 敲 除 对 LPS 诱 导 的 PMVECs 细 胞 骨架 种 具有 重要 功能 的 多 配 体 受 体 ,属于 单 穿 膜 片 wa 
改变 的 影响 为 免疫 球 蛋 白 超 家 族 的 成 员 ,其 与 相应 的 配 体 结合 后 

由 图 可 见 (图 5), 空 白 对 照 组 F-actin 分 布 于 细胞 周 。 启动 大 十 信号 通路 ,参与 炎症 的 发 生发 展 "。 
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Phalloidin-Rhodamine 


图 4 LPS 刺 激 下 WT 小 妇 PMVECs F-actin 的 改变 
Fig.4 Change of F-actin in wild-type mouse PMVECs induced by LPS (Original magnification: x630). Mouse PMVECs 
grown on Petri dishes were incubated with LPS (1 mg/L) for 0 (A), 60 (B), 120 (C) and 240 (D) min. Cell were probed 
with DAPTI to label cell nucleus (Blue) and with rodamine-conjugated phalloidin to detect actin faliments (Red). 


认为 LPS 主要 通过 与 TLR4 受 体 结合 而 发 挥 其 致 炎 作 


作用 502。 


用 ,而 近期 研究 证 明 RAGE 与 TLRs 可 与 相同 配 体 结 
合 如 LPS、HMGB1 等 介 导 下 游 信号 转 导 中 并 协同 发 挥 


内 皮 细 胞 呈 单 层 连续 性 衬 在 血管 内 面 ,血管 形态 变 
化 及 收缩 性 改变 主要 受 内 皮 细 胞 骨架 蛋白 F-actin 和 肌 
球 和 蛋白 的 影响 , 当 内 皮 细 胞 受到 各 种 刺激 时 ,F-actin 发 
生 重 组 和 再 分 布 ,细胞 中 央 出 现 大 量 平行 束 状 应 力 纤 维 ， 
中 心 张力 增加 使 收缩 力 超过 烙 附 力 ,细胞 收缩 ,细胞 间 


隙 增 大 ,形成 细胞 旁 通 路 ,最 终 导致 通 透 性 升 高 
症 反 应 会 导致 内 皮 细 胞 功能 障碍 甚至 损伤 ,导致 


3 由, 炎 
异 障 功 


能 受 损 ,血管 通 透 性 升 高 ,而 脓 毒 症 时 的 肺 损伤 与 肺 微 
血管 内 皮 细 胞 功能 受 损 密切 相关 ,因此 本 实验 以 肺 


微血管 内 皮 细 胞 作为 实验 对 象 ,LPS 为 刺激 物 进 行 研究 。 
自从 Jaffe 等 "首次 体外 成 功 培养 人 脐带 静脉 内 皮 
细胞 后 ,血管 内 皮 细 胞 的 培养 技术 不 断 改进 ,目前 主要 


有 酶 消化 法 组织 块 法 及 免疫 磁 珠 法 


步 又 简单 经济 易 行 ,但 是 存在 成 纤维 细胞 等 杂 细 胞 干 
扰 的 缺点 ” ,即便 使 用 差 速 贴 壁 和 分 次 消化 的 方法 也 不 
能 确切 的 去 除 杂 细胞 ”, 从 而 降低 了 其 实用 性 ,因此 本 
实验 同时 采用 酶 消化 法 及 免疫 磁 珠 两 种 方法 分 离 细胞 ， 
酶 消化 法 混 有 大 量 杂 细胞 ,而 磁 珠 法 成 功 地 培养 出 小 鼠 
肺 微血管 内 皮 细 胞 , 且 经 第 大 因子 相关 抗原 鉴定 ,证 明 
培养 获得 的 细胞 为 小 鼠 肺 微血管 内 皮 细 胞 ,传代 至 第 5 
代 细 胞 生长 良好 ,未 观察 到 明显 杂 细 胞 污染 ,为 我 们 的 
后 续 人 研究 提供 了 基础 。 本 实验 通过 观察 PMVECs 细 胞 
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RAGE (-/-) 
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图 5 LPS 刺 激 下 RAGE(-/-) 小 鼠 PMVECs F-actin 的 改变 


Fig.5 Change of F-actin in RAGE (-/-) mouse PMVECs induced by LPS (Original magnification: x 630). Mouse 
PMVECs grown on Petri dishes were incubated with LPS (1 mg/L)for 0 (A), 60 (B), 120 (C) and 240 (D) min. Cell were 
probed with DAPTI to label cell nucleus (Blue) and with rodamine-conjugated phalloidin to detect actin faliments (Red). 
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图 6 LPS 刺激 下 WT 小 鼠 和 RAGE(-/-) 小 鼠 
PMVECs F-actin 的 灰 度 值 
Fig.6 Relative density of F-actin in wide type and 


RAGE (-/-) mouse PMVECs induced by LPS. *P< 
0.05 vs WT-0; *P<0.05 vs WT. 


骨架 在 LPS 刺激 下 的 变化 情况 ,提示 细胞 骨架 的 破坏 是 
脓 毒 症 时 内 皮 细 胞 通 透 性 增高 的 重要 原因 ;比较 RAGE 
(-/-) 小 鼠 与 WT 小 鼠 在 LPS 刺激 下 PMVECs 细胞 骨架 
变化 则 证 明了 RAGE 参 与 调控 了 LPS 介 导 的 PAVECs 
骨架 变化 。 

综 上 所 述 , 肺 微血管 内 皮 细 胞 在 多 种 肺 部 疾病 中 发 
挥 作用 ,具有 重要 研究 意义 ,而 人 肺 微血管 内 皮 细 胞 较 
难 获得 ,因此 本 实验 原 代 分 离 小 鼠 PMVEC 并 以 此 为 模 
型 ,用 免疫 荧光 染色 法 显示 细胞 骨架 F-actin 在 LPS 不 
同时 间作 用 下 的 形态 学 变化 ,定性 的 反应 了 LPS 对 
PMVEC 通 透 性 的 影响 ,通过 比较 WT 与 RAGE(-/-) 小 
鼠 PMVEC 对 LPS 的 不 同 反应 ,初步 证 明了 RAGE 参 与 
调控 了 LPS 介 导 的 内 皮 细 胞 骨架 变化 ,为 脓 毒 症 介 导 肺 
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损伤 的 进一步 研究 提供 理论 依据 ,但 其 具体 分 子 机 制 以 
及 功能 学 实验 有 待 进一步 研究 。 
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